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SAMEI.IVATTING
De studies in dit proefschrift hebben berrekking op
de waag of er bij de ziekte van Alzheimer (AD)
afwijkingen zijn in pre- en postsynaptische merkers
van glutamatsrge neurotmnsmissie. AD is de
belangrukste oorzaak van dementie bij veroudering,
en wordt gekenmerkt door anyloid-afzeu,ingen en
newofib'rillaire degeneratie in de hersenen. De af-
gelopen jaren is veel onderzoek gedaan naar afwijkin-
gen in neurotransmitter systemen bij AD, onder
andere met bet oog op een 'neuroransmiuer-gerichte'
medicamenteuze behandeling. Er zijn venchillende
afwijkingen in glutamaterge neurofan$nissie gepos-
tuleerd voor AD: enerzijds zijn er aanwijzingen voor
een aanzienlijk vedies van glutamaterge neuronen en
eindigingen in de cortex en de hippocarpus, welke
mogelijk bijdragen aan de cognitieve stoomissen van
AD. Anderzijds is bekend dat glutamaat onder
bepaalde condities neurotoxische effecten heeft, waar-
door het zou kunnen bijdragen aan de neuronale
degeneratie bU AD. Door veranderingm in pre- en
postsynaptische merken in AD hersenweefsel te
analyseren, kan meer inzicht worden verkregen in de
rol van glutamaat afwijkingen in AD. Het eente deel
van hoofdstuk I bevat algemene informatie over
glutamaat als neurotransmitter en neurotoxine en over
AD, alsmede een overzicht van literatuur over
gluamarcrge merkers in hersenweefsel van AD
pati0nten. Het tweede deel van hoofdstuk I bevat een
algemene discussie van de experimentele s0dies
beschreven in de volgende hoofds[*ken (hoofdstuk
2-lO). Deze studies zijn ten dele van methodologische
aar4 ten dele studies met post-nnrten hersenweefsel
van AD pati€nteo.
In verschillende laboraoria waaronder het
laboratorium Biologische Psychiarie in Groningen,
zijn de gehaltes van wije aninozurcn in AD hersen-
weefsel b€paald. In het algemeen waren deze gehalles
onveranderd ten opzichte van cqltrole weefsel. In
somnige studies is echter een selectieve daling van
het glutarnaatgehalrc gevonden in de hippocampus en
enkele delen vtxn de cDrtex, hetgeen wijst op
degeneratie van glutamat€rge zenuwei'ndigingen in
deze regio's. Om een vollediger boeld te krijgen van
de anrinozuu-afwijkingen in AD hersenweefsel zijn
in de studie beschreven in hmfdshrk 2 de gehaltes
van t$ree metabool verwante aminozuurderivaten. die
in z,eet hoge concentraties in de hersenen v@rkomen,
t.w. N-acetylaspartaat NAA) en N-acetylaspar-
tylglutamaat (NAAG), bepaald. Verlaagde gehaltes
van NAA en NAAG werden gevonden in de hip-
pocampus (respectievelijk -38 en 2,4%) en de amyg-
dala (-28 en -224o'5, maaf niet in de twee andere
onderzochte gebieden, nl. de cerebellaire cortex en de
bulbus olfactorius. De hippocarpus en de amygdala
vertonen in tegenstelling tot het cerebellum en de
bulbus olfactorius veel neuronale pathologie in AD.
De verlaging in NAA en NAAG is daarour mogelijk
het gevolg van neuronale degeneratie. NAA kan goed
gemeten worden met proton magnetische resonantie
specfoscopie. Magnetische resonantie specfoscopie
kan misschien loegepast worden om de verdeling van
neuopathologische veranderingen bij AD rn vivo te
bepalen.
In hoofdstuk 3, 4 en 5 is getracht een geschikte
lichtmicroscopische merker te vinden om
glutamaterge eindigingen rn po st-mortern hersenweef-
sel zichtbaar te maken. Drie potenti€le presynaptische
merkers zijn onderzocht: (i) autoradiografie van
natriurr-afhankelijke PHID-aspartaat binding, (ii) de
Timm's kleuring en (iii) adenosine Al-receptor
autoradiografie
(i) In aanwezigheid van natrium-ionen bindt ['H]D-
aspartaat selectief aan het glutamaattransporteiwit op
de cytoplasma-membraan. Natrium-afhankelijke
t3}IjD-aspartaat binding is veel gebruikt als merker
voor glutamaterge eindigingen n post-mortem s[rdies
met membraanpreparaten van AD henenweefsel.
Hierbij werd doorgaans een verlaging in hoeveelheid
binding in de hippocarpus en enkele delen van de
cortex gevonden. In hoofdstuk 3 is onderzocht of
narium-aftankelijke binding van [3H]D-aspartaat ook
toepasbaar is in de in vitro receptor
autoradiografsche procedure. De bindingseigenschap
p€n in de auoradiograliscbe pocedure bleken gelijk
aan die van binding in membraanpreparuen. Ex-
perimenten waarin specifieke glutanaaprojecties
werdsn beschadigd, toonden echtsr aan dat
autondiografische [3H]D-aspartaat binding niet is
geassocieerd met glutamaterge eindigingen, [laar met
gliacellen. J3n1O-asparuat autoradiografie is daarom
niet toegepast bij humaan materiaal.
(ii) E€n subpopulatie van glutamaterge eindigingen
bevat synaptisc.he blaasjes gevuld met zink-ionen.
pszo zink pool kan selectief zichtbaar gemaakt wor-
den met de zilversulfide methode van Timm.
Hoofdstuk 4 beschrijft sen modificatie van de
Timm's kleuring, die de methode geschikt maakt voor
toepassing op post-mortenr hersenweefsel. In de hip-
pocampus van de mens werd met deze methode het-
zelfde karakteristieke kleuringspatroon van het
neuo'pil gevonden als bij de nt ry en andere zoog-
dieren. De Timm's kleuring is zeer geschikt om
subregio's van bijvoorbeeld de hippocampus en de
amygdala te identificeren. Een studie met een serie
AD en controle hippocarpi toonde dat er kleine
verschillen in het Timm's kleuringspatroon wtren
tussen de twee groepen (zie Appendix 2).
(in) Fysiologische en biochemische studies hebben
laten zien dat op veel gluarnterge eindigingen
adenosine Al-receptoren zitten. Voor drie
glur4rn4terge projecties, waaronder de entorhino-hip-
pocampale vezels (ook wel de perforante pad vezels;
zie hieronder) is door middel van laesies aangetroond
dat de Al receptoren in het projectie gebied specifiek
zijn gekoppeld aan de eindigingen van deze projec-
ties. Voor dezn pnjecues is de adenosine Al receptor
daarom een goede presynaptische merker. Om na te
gaan of de adenosine Al receptor gebruikt kan wor-
den als meer algemene merker voor glutamaat ein-
digingen, zijn in hmfdstuk 5 een aantal andere
gluanaterge projecties gelaedeerd. Voor geen van
deze projecties bleek de adenosine Al receptor een
geschikte merker.
Er zijn vier subklassen glutarnatreceptoren, de
NMDA, de AMPA en de kainaat en de 'metabotrope"
receptoren. In het Alzheimer onderzoek is vooral
aandacht besteed aan de verdeling en dichtheid van
de NMDA receptor omdat deze receptror een
belangrijke schakel is in glutanaat neurotoxiciteiL
In hoofdstuk 6 wordt een methode beschreven om
de NMDA receptor autoradiogafrsch te labelen met
de antagonist fHlCGP39653. In deze methode wordt
gebruik gemaakt van het etuym glutamaat-
dehydrogenase om endogeen glutanaat, dat in hoge
mate in het weefsel aanwezig is en de binding van
PHlCCplqoS3 verhindend, af te breken. Uit deze
studie bleek dat toevoeging van glutamaat-
dehydrogenase t3HlCCplqoS: binding aanzienlijk
verbeterl
In Hoofdstuk 7 wordt de verdeling van NMDA en
AMPA receptoren in laag IV van de primaire
sonatosensorische cortex Oet 'barrel' veld) van de
rat onderzochl Deze surdie is gedaan om meer in-
zicht te lrijgen in de anatomische relatie tussen de
NMDA en AMPA rccqptoren, omdat fysiologische
studies suggereren dat in de meeste glutamaterge
synapsen de NMDA als AMPA zijn gecolocaliseerd
(zie ook appendix 3). Het 'barrcl' veld wordt geken-
merkt door een karakteristieke cytoarchitectonische
organisatie, en een specifieke verdeling van eindigin-
gen van glutanaterge projecties. In het 'barrel' veld
bleken de NMDA en AMPA receptor een verschil-
lende verdeling te hebben: De lokalisatie van NMDA
rec€ptoren kwam overeen met de 'barrel hollows', het
projectiegebied van primair sensorische afferenten uit
de thalamus, tenvijl de AMPA receptoren niet
specifiek waren verdeeld.
In Hoofdstuk E, 9, l0 wordt de verdeling van de
adenosine A1 receptor en NMDA rec€ptor in respec-
tievelijk de hippocanpus, de anygdala en de bulbus
olfacorius van AD pati€nten bestudeerd met behulp
van rece,ptor autoradiografie. In de studie met de
hippocampus lag de nadruk op de adenosine receptor
als presynaptische merker vocn entorhino-hippocam-
pale projecties (zie hierboven). Deze verbinding zorgt
voor de aanvosr van corticale infornratie naar de
hippocampus en is essentieel voor het functioneren
van de hippocanpus in geheugenprocessen. Aan-
gezien in AD de dichtheid van Al receptoren sterk
verlaagd was in het deel van de hippocampus waar de
enlorhinale cortex vezels projecteren, en onveranderd
was in de overige delen van de hippocampus, kan
worden :ungenomen dat de entorhino-hippocampale
verbinding aanzienlijk is beschadigd in AD. Ook in
de amygdala was er een lichte daling van het aantal
adenosine rec€ptoren in een subnucleus, die entor-
hinale cortex input onwangt.
In overeenstemming met eerdere shrdies, was de
dichtheid van NMDA receptoren onveranderd in het
projectiegebied van de entorhinale cortex in de hip-
pocampus. De concentratie van NMDA receptoren
was echter aanzienlijk verlaagd in het CAI gebied,
dat daarnaast veel neuronale pathologie venoonde
(zie hoofdstuk t). In de amygdala van patiOnten met
AD was er geen verlaging in NMDA receptordich-
thei4 ondanks de aanwezigheid van een aanzienlijke
hoeveelheid neuronale pathologie (hoofdstuk 9). Een
voon*,aarde om te kunnen postuleren dat glutamaat
neurotoxiciteit een rol speelt bij de veroorzaking van
neuronale pathologie in AD is dat de aanwezigheid
van neuronale pathologie samenvalt met een afrrane
van de glutanaatrec4tor dichtheid. Dus op grond van
de resultaten van hoofdstuk 9 kan de conclusie wor-
den getrokken dat tenminste in de amygdala'NMDA-
receptor gemedi€erde glutamaat neuroloxiciteit' geen
rol van betekenis speelt bij AD.
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